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動脈壁Elastinと脂質との結合に関する研究
1． ヒト大動脈壁Elastin抽出法とその組成の比較に．ついて
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　　　Elas亡1n　was　extracted　from　the　plaque　and　adjacent　grossly　normal　intima－medi．a　of亡he　human　aortae
by　the　following　methods　with　treatlnent　of（1）0．1　N　NaOH　at　1000C，（2）hot　NaOH　and　O．2　M　EDTA，
（3）5Mguanidine－HCl　and　collagenase，（4）guanidine－collagenase　and　dithioerythritol－urea－sQdium　dodecyl
sulfate，（5）guanidine－collagenase　and　EDTA，（6）10％NaCI　alld　collagenase，．　and（7）NaCl－collagease　and
EDTA．
　　　All　elastin　samples　containd　small　amounts　of　carbohydrate　and　hydroxyproline．
　　　The　lipid　con亡en亡of　elasdn　samp1εs　from出e　non－plaque　indma－media　was　small（2－3％），　whereas．　i亡
increased　to　4－6％in　those　from　the　plaque　intima－media．
　　　The　lipid　colnpositlon　of　elastin　preparations　varied　signi丘cantly　with　the　extraction　procedures．
　　　Elastin　from　the　plaque　region　contained　a　si．gnificantly　higher　amo．unt　of　cholesterol（50－60％）and　a
lower　amount　of　triglyceride　and　phospholipids　than　elastin　from　the　non－plaque　region（30－50％cholestero1）．＝
　　　The　contents　of　free　and　esteri丘ed　cholesterol　were　comparable　in　all　elastin　preparations．
　　　The　main　phosph．01ipid　ln　all　samples　wa．s　sphingoniyelin　which　compri．sed　between　50－80％of　to亡al
phospholipids，
　　　Compared　with　NaOH－puri丘ed　elastin，　the　other　elastin　samples　were　characterized　by　an　increased
phosphatidyl　chQline．　content，　while　they　all　contained　an　almost　equal　amount　of　phoshatidyl　ethanolamine．
　　　In　elastin　samples　from　the　plaque　intima－media，　the　polar　amino　acids　were　incre．ased，　whereas　cross
linking　amino　acids　where　slight1アdecreased，　and　alkali－purified　elastin　samples　contain．ed　the　smallest
amoun亡of　polar　amin・acids．
　　　The　contents　of　lipids，　carbohydrate　and　polar　amino　acids　including　hydroxyproline　were　slightly
decreased　after　treat；ment　with　EDTA　or　dithioerythrito1¶rea－sodium　dodeyl　sulfate，
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　　　　　　　　　　　　　　　　　1緒　　言
　動脈硬化症の発症・進展経過に関しては多くの因子があ
げられているが，中でも脂質代謝異常に関しては近年，特
に血清リボ蛋白代謝の面に急速な進歩がみられている．こ
れに反し，血管三内での脂質代謝過程，特に血管壁への脂
質沈着機序に関してはなお不明の点が少なくない・
　粥状硬化病変部にみられる最も著しい構造上の変化は，
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内弾性板の断裂，細分化であり，それにまつわりつくよう
に脂質を認めることが粥状硬化の最も早期所見の一つとさ
れる1＞．この点から考えると，動脈壁中のelastinが脂質
沈着機序になんらかの役割を演じていることは当然推測さ
れてよかろう．血管壁結合組織組成としてのcollagen，
elastinおよびproteoglycanが脂質と強い結合性を有す
ることは以前から知られているが，中でもproteoglycan，
さらにその一部である酸性ムコ多糖と脂質との結合に関す
る研究は近年多数2β）を数えるにいたっている．しかしこ
れまでのところelastinおよびcollagenとの関係につい
ての詳細な研究はほとんどみられていない．そこで著者ら
は動脈壁elastinと脂質特に血清リボ蛋白由来の脂質との
結合機序を研究することにより，粥状硬化における脂質沈
着機序解明の一助となることを期して本研究を行なった．
　一：方組織からelastinを抽出・純化する方法としては従
来より多数の方法が用いられているが，いずれも一長一短
があるとされている．しかし一つのstarting　materia1を
用いてこれらの抽出法それぞれにより得られたelastin標
品を比較検討した報告はきわめて少ない4）ので，本研究の
第一歩として現在比較的広く用いられている二，三の方
法5倒7）を選び，それらの結果を吟味して本研究の目的に適
するようち若干の改良を試みてさきに報告8）した．ここで
はヒト大動脈壁よりこれらの方法別に抽出・純化した各
elastin標品の組成を比較検討した基礎段階の成績を述
べる．
2　実験材料および方法
2・1試料組織
　剖検時に成人の胸部および腹部大動脈を可及的速やかに
取得し，生理的食塩水（生食水）で洗浄した後一20。Cに保
　　Aortic　inti川a－media』　supernatant　　　　　r∈sidue
存した．一定量を集積した時点で室温下に凍結を解き，慎
重に周辺の脂肪組織を除去し，中膜の一部を含めた外膜を
剥離除去し，残りの内膜一中膜部分を実験に供した．動脈
硬化の程度は，石灰化および潰瘍形成部分を除き，肉眼所
見上正常と思われる部分（non－pユaque）と脂肪斑および線
維斑を認める部分（plaque）とに分け，それぞれについて
以下の抽出を行なった．
2・2Elastinの抽出
　Fig・1に概略を示す方法でelastinの抽出を行なった．
すなわちn・且一plaqueおよびplaque部分別に内膜一中膜
をそれぞれ細切し，Polytro11（Kinematica　GmbH，
Luzern）を使用して100倍容（w／v）の。，15　M　NaCl添加
下にhomogenizeする．これを4℃で24時間撹伴し，遠
沈（3000rpm，20分）して上清部分をすて，沈渣を100倍
　　　　　　　　コ　　ロ容の冷生食水中にけん濁する．同様の抽出操作を繰り返し
て遠沈上清を除いた後，蒸溜水で洗浄し沈渣を凍結乾燥す
る・これをpolymeric　stromaと呼び，以後の抽出実験
のstarting　materialとした．なお今回の研究目的のため
この段階での脱脂処理は施行しなかった．
　2・2・1熱アルカリ抽出
　Lansing窃α♂．5）の方法を一部変更して以下のように抽
出操作を行なった・すなわちpolymeric　stromaを50倍
　　　　　　　　　　　　　コ　　　の容／w／v）の0．1NNaOHにけん濁し，沸騰水浴中で振と
うしながら15分加熱し，冷却後遠沈（3000rpm，20分）し
て上清をすてる。この沈渣についてさらに2回同じ処理を
繰り返し（計45分加熱），その沈渣を0．1N酢酸を用いて
中和しながら蒸溜水で数回洗浄し，最終沈渣を凍結乾燥し
た（NaOH　elastinと呼ぶ）．
　次いでNaOH　elastinを50倍容（w／v）の0．2　M　EDTA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　加Trls塩酸緩衝液（pH　7・4）にけん濁し，4。Cで24時間
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撹面し，遠沈後その上清をすて，この沈溢について2回同
様の抽出操作を繰り返した．得られた沈渣を再び0．1N
NaOHで加熱抽出し，最終沈渣を洗浄後凍結乾燥した
（NaOH－EDTA　elastinと呼ぶ）．
　2・2・2　Guanidine－collageロase抽出
　牛の項靱帯からelastinを抽出したRoss　and　Born－
stein6）の方法を一部変更して，以下のように動脈壁elastin
の抽出を試みた．すなわちpolymeric　stromaを50倍容
（w／v）の5Mguanidine－HCI加0．02　M　Tris塩酸緩衝液
　　　　　　　　　コ（pH　7．2）にけん濁し，室温で24時間撹拝し，遠沈（3000
fpm，20分）して上清をすてる，同様の抽出操作をさらに
一回繰り返した後沈渣を0、02MTris塩酸緩衝液（pH　7．2）
で2回，さらに蒸溜水で数回洗う．次いで沈渣を20倍容
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　（w／v）の0．1MTris塩酸緩衝液（pH　7，4）にけん濁し，
0．5％（w／w）：量のcollagenase（Sigma　Chemical　Co．，　St，
Louis，　Type　III）を加え，　tQlueneを1滴加えた後振と
うしつつ37。C，24時間incubationを行う，遠沈後上清
をすて，数回水洗して最終沈渣を凍結乾燥した（guani－
dine　elastinと呼ぶ）．
　次いでguanidine　elastinにRoss　and　Bornstein6）の
方法を一部変更して以下のようにdithioerythritol（DTE）
による処理を加えた．すなわちpolymeric　stromaを20
倍容（w／v）の0．05MDTEおよび5Mguanidine－HCl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コを含む0．1MTris塩酸緩衝液（pH　8．5）にけん濁し，　N2ガ
ス中に密封して37℃24時間振とうしながら抽出を行い
15。Cで35，000×g，20分遠沈し，上清をすてて，沈渣を水
洗した．次いでRichmondg）の方法に従いこの沈渣を20
倍容の6Murea－！％sodium　dodecyl　sulfate（SDS）一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．05MDTE加0．05　M　Tris塩酸緩衝液（pH　7．7）にけん
濁し，N2ガス中で室温で24時間振とう抽出する．同様の
抽出をもう一度繰り返した後数回水洗し，最終沈渣を凍結
乾燥した（guanidine－DTE　elastinと呼ぶ）．
　別にguanidine　elastinをNaOH－EDTA　elastinと
同様に0・2MEDTA加0・01　M　Tris塩酸緩衝液（pH　7．4）
で計72時間抽出し，沈渣を再度5Mguanidine－HCI加
　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　0．02MTris塩酸緩衝液（pH　7．2）にけん濁して室温で24
時間2回抽出を行い，最終沈濱を凍結乾燥した（guani－
dine－EDTA　elastinと呼ぶ）．
　2・2・3NaCl－collagenase抽出
　Tokita　6彦αZ，7）の方法を一部変更して以下のように抽出
操作を行なった・すなわちpolymeric　stromaを50倍容
　　　　　　　　　　　　　　　　（w／v）の10％NaC1溶液にけん濁し，室温で24時間撹伴
抽出を行う．この処理を2回繰り返してから蒸溜水で同
様の撹拝抽出を2回行い，引き続きこの沈澄を20倍容
（w／v）の。・05MCaC12加。，05　M　Tris塩酸緩衝液（pH
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　　　の　　　7．o）にけん濁して，1傷（w／w）量のcollagenaseを加えて
37℃，4時間振とうしながらincubationを行う．その後
遠沈（3000rpm，20分）して上清をすてる．同様の処理を
もう一度繰り返し，沈澄を水洗後凍結乾燥した（NaCl
elastinと呼ぶ）．
　次いでNaCl　elastinをNaOH－EDTA　elastinと同
様にEDTAで処理した後，再び10％NaC1で3回，続
いて蒸溜水で2回，室温24時間の撹伴抽出を行なって最終
沈渣を凍結乾燥した（NaCl－EDTA　elastinと呼ぶ）．
2・3　化学分析法
　2・3・1　Elasti出陣品からの脂質抽出
　以上のようにして得られた方法別項elastin標品を20
倍容（w／v）のchloroform－methano1（2：1，　v／v）で3回，
acetoneで2回，さらにdiethyl　etherで1回，それぞ
れ！2時間ずつ処理して脂質抽出を行なった・抽出脂質は
真空乾固し，脱脂elastinはdesiccator中で乾燥させ，
以下の測定に供した．
　2・3・2定量法
　乾燥した脱脂elastinを秤量し，窒素含量をKjeldah1
法，hexoseをphenol硫酸法10），　hexosamineをRandle
and　Morgan法11），　sialic　acidをthiobarbituric　acid
法12）およびhydroxyprolineをBergman　and　Loxley
法13）の変法14）によって定量した．
脱脂elastinのアミノ酸組成は，　elastinを6N塩酸
で1100C，24時間水解した後，アミノ酸分析機（日本電子，
JLC－6　AH）を用いて測定した．蛋白のpolarityは極性
アミノ酸のモル％の合計で表わした．Lysine，　histidine，
arginine，　aspartic　acid，　threonine，　serine，　glutamic
acid，　tyrosineおよびhydroxyprolineを極性残基，そ
の他のアミノ酸を非極性残基として分類した．
　一方抽出脂質はcholesterolを。－phthalaldehyde
法15），triglycerideをacetylacetone法16）およびリン脂
質をBartlett法17）で測定した．またリン脂質の分画は薄
層chromatographyによった．
3　実験結果
3・1　各抽出法における回収率について
　Starting　materialとしたpolymeric　stromaから種々
の抽出法によって得られたelastin画品の回収率（重量）
は，Table　1のごとくである．すなわち，　non－plaque部
分では各抽出法の第一段階で約1／3が回収され，それを
EDTAなどで処理すると回収率はpolymeric　stromaか
らみて20％前後になる．これに比較して，plaque部分か
らのものではNaCl　elastinを除き回収率が低く，特に熱
アルカリ抽出での回収率はnon－plaque部分に比較して
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Non－Plaque
（％）
Plaque
（％）
NaOH　elastin
NaOH－EDTA　elastin
Guanidine　elastin
Guanidine－DTE　elastin
Guanidine－EDTA　elastin
NaCl　elastin
NaC1－EDTA　eas．tin
32．3
19．0
39．2
28．8
2α8
35．0
25．4
15．2
9．8
30．5
13．8
！6．9
37．5
20．7
Values　are皿eans　of　two　separate　experiments，
著しく低く，また寸法に比較しても低い傾向が認めら
れる，
3・2各elasti血画品の組成について
　Table．2に各elastin標品の脂質含量と脱脂elastin
の窒素，hydroxyprohne，　hexose，　hexQsamineおよび
sialic　acid含：量を示した．
　脂質含量はnon－plaque，　pl．aque部分ともにguanidine
elastinが高値を示し，それ以外のものではnon－Plaque
部分で2～3傷，plaque部分では4～6箔の含有量を．示す．
したがってnon－plaque部分に比較してplaque部分か
ら抽出したelastin四品には脂質が比較的多量に結合して
いることが；わかる．
　抽出法による比較では，nQn－plaque・plaque部分とも
に，脂質含量はguanidine抽出で最：も高く，次ではNaCl
抽出で，熱アルカリ抽出が最も低値を示した．EDTA処
理による脂質含量の低下はnon－p．laque部分のもので
15～30傷であり，plaque部分からのもので35％前後で
ある．またguanidine　elastinをurea－SDS－DTE処理
することにより，non－plaque部分では約45弩，　plaque
部分では約60％の脂質含量低．下が認められた．
　窒．素含量は各種のelastin標品について大体13鬼以上
であり，第1段階のものに比較してEDTAあるいは
Table　2　C・ηψo∫融，π．（ゾε♂α．∫漉ρ脚α9緬・η∫
Non－plaque　intiIna－media
　Polymeric　stro皿a
　NaOH　elastin
　NaOH－EDTA　elastin
　Guanidine　elastin
　Guanidine－DTE　elastin
　Guanidine－EDTA　elastin
　NaCl　elastin
　NaCl－EDTA　elastin
Plaque　intima－media
　Poユyエneric　stroma
　NaOH　elastin
　NaOH－EDTA　elastin
　Guanidine　elastin
　Guanidine－DTE　elastin
　Guani．dine－EDTA　elastin
　NaCl　elastin
　NaCl－ED．TA　elastin
　Lipid
mg／100　mg
　elastin
2．42
226＋0．15
1，76±0ユ0
4．26一ト0．34
2．37十〇．15
2．94一｛一〇．18
2．65±0．32
2．27＋0．24
4．74
3．69±0．48
2．49±0．77
6．38±二〇．65
2．60±0．27
405±0．57
5．62＋0．76
3．73±0．29
Nitrogen＊Hpro＊　Hexose＊Hexosamine＊
　mg／100　mg　defatted　elastin
Sialic　acid＊
1！．1
14．6±0．03
15．0±0．41
14．3±0．17
14．6±0．09
14．7＋0ユ0
13．．8±0，29
14．4±0ユ4
1！．5
12．3±0．22
15，0±0．03
14．5＝ヒ0．3．O
14．9±0．57
152±0．05
13．7±0．64
15．．2±0．09
4．19　　　　　　2．80
1．82＝ヒ0，50　　0．85±0．26
．67±Q．74　　0．58±0，09
1．76±0．08　　！．86±0，69
1．46±0，07　　1，22±0．35
1．59±0．11　　1．32±0，33
1．13±0．04　　1．51±0．55
1ユ1±0．04　　1ユ9±0．35
5．12
1．94±0．10
1．73±0．22
2．89±Q．49
2．80±0．57
2．80±0．59
2．00±0．18
1．92±9．15
3．21
．．86±0．18
0，77±0．24
2．24±0，34
1．45±0．32
1．88±0．18
2．35±0，54
2．03±0．35
0．77
0．33±0．03
．23±0．05
0，77±0．09
0．44±0．09
0．55±0．08
0．68±0．09
0．49＝ヒ0つ6
0．83
0．22±0．03
0，18±0．05
0．80±0．14
0，55±0．10
0．70±0．14
0，84±0．10
0．65±0．18
0．75
0．22±0．03
0．13±0，04
0．66±0．12
0．42±0，06
0．58±0ユ4
0．56±0．12
0．49±0．08
0．70
0．15±0．05
0．07±α02
0．78＝ヒ0，04
0．41±0．07
0．72±0．05
0．80±0．03
0．68±0ユ2
Mean±SD　in　four　separate　experime．nts，
＊　Determined　in　defatted　materials．
HPro；　Hydroxyproline．
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DTEなどで処理した第2段階では窒素含：量がさらに高ま
り，蛋白以外の物質の除去による蛋白の純度の上昇が示さ
れた，Hydroxyproline含量はnon－plaque部分に比較
してPlaque部分で高く　特にPlaque部分からのgua－
nidine抽出によるものが高値を示した・
　次に脱脂elastin中の糖質含量をみると，どのelastfn
標品にも少量ではあるがhexose，　hexosamineおよび
sialic　acidのいずれもが見いだされ，これら糖質を量的
に調べるとhexose＞hexosamine＞sialic　acidの順を示
す，Hexosamineおよびsialic　acidについてはnon－
Plaque・Plaque部分，いずれのelastin標品でも著差が
ないのに対し，hexose含量はPlaque部分からのものに
高い傾向が認められる．
　抽出法による差異をみると，全糖質成分について熱アル
カリ抽出のさいには他の抽出法に比較してかなりの低値を
示す，この点は窒素含量およびhydroxyproline含量の
場合と異なる点であるが，糖質含量においても第2段階の
処理によりさらにその低下が認められる．
3・3　抽出脂質の組成について
　各elastin標品から抽出した脂質の組成をTable　3に
示す．抽出法の違いにより脂質組成にはかなりの差異が認
められる。NaCl抽出elastinを除いて，　plaque部分か
らのものはnon－plaqUe部分からのものに比較して総
chQlesterolの比率が高く，　triglycerideおよびリン脂質
の比率が低い．抽出法による差異としては．熱アルカリ抽
出のものは他の抽出法によるものに比較してtriglyceride
の比率が高く，リン脂質の比率が低い傾向がみられる．な
お，すべての抽出法に共通にみられることは，esteri丘ed
cholestero1とfree　cholesterolがほぼ等量に存在する
ことである．EDTAあるいDTEはなどで処理すること
により，non－plaque・Plaque部分を問わずesteri丘ed
cholesterolの比率が上昇し，リン脂質の比率が低下する．
しかしfree　choles亡erolおよびtriglycerideの比率はほ
とんど不変である．
　次に各elastin標品中のリン脂質組成をTable　4に示
す．いずれのelastinにおいても，　sphingomyelinが主
分画として全リン脂質の50～80％を占め，次ではphos－
phatidyl　chQlineである．しかし熱アルカリ抽出の場合
Table　3　ゐψゴぼ60ノ砂。∫漉。／zげ6Zα5オ加♪ηψαπ漉伽∫
Ester　Cholest．　　Free　Cholest．　　Triglyceride　　Phospholipids
　　　　　　　　　　　　　　　　％
Non－Plaque加亡inla－madla
　Polymeric　stroma
　NaOH　elastin
　NaOH－EDTA　elastin
　Guanidine　elastin
　Guanidine－DTE　elastin
　Guanidine－EDTA　elastin
　NaCI　elastin
　NaCl－EDTA　elastin
17．8
18．4＝ヒ3．4
25．6±3．5
11，4±1．2
25．9±2．8
16．7±3．0
23．3±1．Q
23．6±2．7
19．4
18．1±3．3
19．4±3．8
16ユ±2．0
20．3±1ユ
15．7±1．4
23．5±1．3
27．0±2．2
13．9
26．1±4．5
24．4±6．4
19．2±1．5
17．3±1．6
21，1±3．2
172±2．5
19ユ±1．4
49．0
37．4±2．4
30，7±9。1
53．2±1．9
36．4±3．5
46．5＝ヒ4．1
36．0±1．4
303±6．3
Plaque　intima－media
　Polymeric　stroma
　NaOH　elastin
　NaOH－EDTA　elas亡in
　Guanidine　elastin
　Guanidine－DTE　elastin
　Guanidine－EDTA　elastln
　NaCI　elastin
　NaCLEDTA　elas亡in
16．9
27．0±2，6
31．7±3．4
17．3±1．2
32．5±1．8
18．8±3．7
15．1＝ヒ2．5
22．4±3．0
28．5
29，9±3．4
28．7±3．4
26。6±1．9
25．5±0．9
25．4±5．0
22．0±3．2
23．1±1．9
14．3
20．1±3．3
23．2±46
16．4＝ヒ2．4
25．6±4．7
17．3±3．1
21．6十4．0
1＆8±2．0
40．3
23．1±3．4
16．4±6．4
39．8±4．3
16．4±4．7
38．6±5．6
41．3±4．2
35．8±2．8
Mean±SD　in　four　separate　experiments，
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Ta観e　4　昂05効oZφ∫4‘o／2ψ05露ガ。πo∫8Zα5，ガπノη砂α7u，∫oπ∫
PLE PLC SPL Others
％
Non－plaque　intima－media
　Polymeric　stroma
　NaOH　elastin
　NaOH－EDTA　elastln
　Guanidine　elastin
　Guanidine－DTE　elastin
　Guanidine－EDTA　elastin
　NaCI　elastin
　NaCl－EDTA　elastin
43
8．6±4，9
6，8±5．5
6．6±3．0
9．2±3’2
10．9±5．0
11．2±二5．0
11．6＋3．8
24．0
5．5±1．6
8．5±4．6
33．5±1．7
34．7＝ヒ7．9
28．6±5．1
14．0±0．7
19．5±4．5
59，3
78．6±：5．5
72，9±：6．0
50．1±7．2
46．0±10．0
48．8±9，0
67．6±8．0
58．9＝ヒ14．4
12．5
7．7±1．3
11．8±1，4
9．8±5．2
10ユ±4．0
11．6±10．4
7．3＋4．5
10．1±6．9
Plaque　intima－media
　Polymeric　stroma
　NaOH　elastin
　NaOH－EDTA　elastin
　Guanidine　elastin
　Guaninine－DTE　elastin
　Guanidine－EDTA　elastin
　NaCl　elastin
　NaCl－EDTA　elastin
4．4
3．7±4．5
6，1＋4．8
23±1．0
17．7±8．7
3．7±3．8
1．5±0．4
4．1±4ユ
24．6
4，6±2．9
6．0±7．9
26．5±8．3
18．6±6．4
27．6±6ユ
22．3±2．3
25．3±6．4
64．1
88．0±9．1
83．4±8．9
63．1±8，0
47．1±8．2
62．6±2．6
68．3±4．2
63，6±9．9
7．0
3．7±1．9
4．5±3．9
8．2±3．8
16．7±6．3
6．1±4．0
7．9±2．5
70．±4．0
Mean±SD　in　four　separate　experiments．
PLE＝　Phosphatidyl　ethanolamine，　　PLC＝Phosphatidyl　choline
SPL：Sphingomyelin
には，他の抽出法によるものに比較してphosphatidyl
cholineの比率が著しく低く，その分だけsphingomyelin
の比率が高い，換言するとphosphatidyl　ethanolamine，
その他のリン脂質分画の比率はほぼ一定とみれる．N・n－
plaque部分とplaque部分とを比較すると，　plaque部
分についてはsphingomyelinの比率だけが上昇し，他の
画分の比率は低下傾向を示す．
3・4各elastinのアミノ酸組成について
　以上各種抽出法によって得られた脱脂elastiHのアミノ
酸組成をTable　5（n・n－Plaque部分）とTable　6（plaque
部分）に示す・
　熱アルカリ抽出法によるelastinは，　non－plaque。
plaque部分ともいずれのアミノ酸組成もよく似ており，
特に極性アミノ酸含量の差異は少ない．また他法に比較し
てpolarityは最も低く，　EDTA処理によってさらにその
低下が認められる．その他の抽出法によるものでは，non－
plaque部分に比較してplaque部分からのものでは
p r tyが高く，それも熱アルカリ抽出法によるものに比
較すると差は著しく大きい．Guanidine抽出elasti且で
はEDTA処理に比較してurea－SDS－DTE処理の場合
のpolarityの低下が著しく，熱アルカリ抽出法でのア
ミノ酸組成に類似してくる．NaCl抽出elastinでは
polarityが他の抽出法によるものに比較して高く，大部
分の極性アミノ酸含量が高いがhydroxyproline含量は
他の抽出法によるものとほとんど変りない．この点は
Table　2のデータと一致する．　Cross－linkingに関するア
ミノ酸，すなわちdesmosineおよびisQdemosine含量
はnon－Plaque部分に比較してplaque部分では若干低
下の傾向を示した．
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Table　5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　高橋忠信・野間昭夫　　　　　　　　　　　　　　　　　札幌医誌
ん勲0α磁6・ηψ・5漉・πげ8♂α5励ρ1砂αノ傭・η∫ノ｝η7πη0砂切π西漉ノπα一7η磁α
Polymeric
　stromaNaOHNaOH－EDTAGuanidineGua．nidine－Guallidine－　　DTE　　　EDTANaClNaCl－EDTA
Lys
His
Arg
A＝sp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
HPro
Ide
Des
Polarity
21，．1
　8，0
29．2
45．1
28．2
20．6
63．4
1028
264．5
148．7
82、6
　．9ユ
28，3
58．0
！9．3
25．1
37．2
　3，9
　5．0
27．2
　7．7．
　2．9
11．8
！3．7
　15．1
　8．7
32．0
125，5
288．4
213．8
124．1
　3．0
27．6
60．1
22．5
24．9
13，3
　1．8
　3．1
12．8
residues／1000　residues
　6．1
　1．6
　7．9
　8．4
10．8
　6．5
24．2
129．0
296．7
234．6
127．7
　3，5
25．9
59．8
19．4
23ユ
1α0
　1．9
　3，2
　9．5
16，1
　7．2
20．5
33．3
26．2
129
52．0
110．1
251．8
186．9
105．0
　8．．2
32．0
66，1
25．0
2．9，3
11．7
　3．8
　2，0
2．0．5
10．0
　3．5
14．3
18．6
19．2
　7．9
34．3
．！22．9
276．0
212．0
119．3
　6．9
28．3
61．0
25．3
25．5
　11．7
　2．3
　1．3
14．5
13．9
　5．1
17．9
279
24．1
10．8
45．1
120．5
260．1
192．2
112．0
　7．9
30．0
63．3
26．0
26．9
11．9
　3．1
　1．7
18，3
17．8
　8．4
21．5
19．8
27．9
26．6
52．3
109．5
250．0
！79，6
111．9
　7．0
28．4
68ユ
27．0
29，6
10．0
　3，7
　1．3
21．1
13．0
　6，0
16．4
23．8
22．0
18．7
39，6
109．5
271，0
203．7
109，1
　6．7
28．3
66。1
25．4
27．6
　82
　3，7
　1．4
17．3
Mean　of　two　separate　experiments．
　　　　Table　6　／1〃瓦ηoα‘ガ4ご02ノ．ψ05ガ彦ガ。刀げ6ぬ5彦加ρr砂α7一α診ガ。π5ノ〉‘oηzρぬg～κ∫η彦加α一η昭4㍑
Polymeric
　stromaNaOHNaOH－EDTAGuanidineGuanidine－GuaIlidine－　　DTE　　　EDTANaClNaCl－EDTA
Lys
His
Arg
Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
．Gly
Ala
Val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
HPro
Ide
Des
Polarity
25．！
　8，3
37．3
52，3
28．7
35，8
74．8
104β
251江
127．1
65、3
　92
28．6
53．3
17．7
24．8
48．2
　29
　5，1
32．8
　7．9
　3．1
　　8．8
　112
11．0
　8．9
29．4
12．9．6
279．9
222．1
！28．7
　5．3
26．7
61，4
23，6
24．4
13．7
　1．5
　2．7
11．8
residues／1000　residues
　6，9
11，8
　8，6
　8，5
　9．9
　7．0
25ユ
131．6
2889
231．7
130，4
　3．7
25．8
60，5
22．0
24．9
　8．9
　2．1
　1．7
　9．9
23．1
　6．2
26．0
45，0
30．9
31，3
61．3
108，0
229．9
156．0
94．9
10．7
32．8
63，8
24．0
28．2．
17，1
　3．4
　2．3
27，1
144
11。0
20．1
27，9
20．4
20．4
46．5
120．9
265．3
177．0
112．1
　8，5
2．8，5
61β
22．7
27．2
11．9
　2．2
　4．0
19．3
20．1
　7．0
235
38，9
27．9
27．6
56．8
！10．3
243．6
！72．6
98．2
　8，9
29．6
60．6
23．9
28．0
！4．9
　2．3
　1．6
24．5
23．7
　7．9
28．5
50，1
31．9
32．3
67．4
96．1
229．6
152．3
96．3
10，．0
43，6
64．3
．24．8
31．6
14．0
　3．1
　1．6
28．1
2．1．9
　7．0
26．7
45．0
26，6
31．1
61．9
10！．5
233β
168．0
97．2
10．2
32．2
58．3
27．2
32．．1
13．4
　2．4
　1．2
26．4
Mean　of　two　separate　experiments．
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4　総括と考案
　ヒト大動脈壁からのelastinの抽出にさいして，同一の
polymeric　stromaをstartillg　materia1として種々の
抽出法による乾燥重量回収率をみると，方法による差異は
あるが，non－Plaque部分に比較するとPlaque部分から
の回収率は低い・これは加齢および動脈硬化により大動
脈壁においては脂質やcollagen含量が増加するのに反し
て，elastinは低下するという報告18）からもうなずけるこ
とである．
　抽出法別には，NaC1による抽出法では他の方法に比較
してHon－Plaque部分とplaque部分との間の差が小さ
いが，これは方法的にみてこの抽出法はmildであるから
elastin以外のcontaminantの存在が多いためと推測され
る．Kramsch　6彦α乙19）は脱灰したヒト大動脈壁をstart－
ing　materialとして，熱アルカリ抽出によったelastin
標品の回収率は正常部位からのもので約20傷，plaque部
分からのもので約10男と報告しているが，彼らの抽出法
は本実験におけるNaOH　elastinに相当するから今回の
結果の方が約50％高値を示した．この差異の原因として
はむろんstarting　materialの違い，あるいは扱った対象
の動脈硬化度の相違などが考えられよう．
　さきにTable　2に示したように，　NaOH　elastinの脂
質含量はnon－Plaque部分について2．2傷，　Plaque部分
では8．7傷を示したが，Kramsch　8’αZ．19）によるplaque
部分（動脈硬化II度）からは約21傷と著しく高値を示し
ている．これは本実験においては内膜と中膜の一部を含む
材料を用いているのに反し，彼らは内膜のみ（中膜のみの
場合は5β96）を扱っている違いはあるにしても，その差の
大きさはこうした条件の差異のみでは説明できないことで
ある．Kramsch麗αZ，が大動脈壁homogenateをsu－
croseで作製して遠沈後直ちに熱アルカリ抽出を施行して
いることから考えると，elastinに結合した脂質のみを測
定しているのではないとも推測される．さらにplaque部
分における内膜中のcholestero1含量の30劣以上が
elastin結合性であると報告しているが，動脈壁沈着脂質
の存在形態を考慮しても，高値に過ぎるように思われる，
今回の結果では，Plaque部分のelastin結合脂質の50～
60％はchQlestero1であったが，　Kramschβ彦α乙は結
合全脂質の80落以上がchoユesteroユであると報告し，こ
の点にも疑念がのこる．
　次に大動脈壁elastinのアミノ酸組成をみると，加齢お
よび動脈硬化症の進展によって極性アミノ酸含量が上昇す
るが，この現象は極性アミノ酸に富む構造糖蛋白（struc－
tural　glycoprotein）がCa升などを介してelastinに結
合し，不溶性に変化するためと考えられている4・21）・そこ
で今回はこの糖蛋白を除く目的で，EDTAあるいはurea－
SDS－DTE処理を行なった．
　各抽出法についてこれら 処理前後における組成変化を
比較すると，elastin標品に結合している糖質含量はこの
処理によって低下し，．L記の推測を裏づけると考えられる．
しかし総糖質含量の変化はn・n－plaque部分に比較して
plaque部分では明らかに少なく，この点は予想に反した・
またこれらの処理前後のelastin結合脂質各分画の量的変
動をみると，esteri丘ed　cholestero1含量はほとんど変化
しないのにリン脂質：量は著しく低下し，次でfree　choles－
tero1の低下も大きくみられた．しかしtriglycerideの低
下は小さかった．この現象からすれぽ，極性アミノ酸に富
む構造糖蛋白が取り除かれることによって，脂質の中でも
比較的極性の強いリン脂質およびfree　cholesterolが同
l寺に除去されることがわかる，このことはKramsch　8オ
αZ．22）およびTokita　8‘αZ．7）がそれぞれのelastin至近を
elastase処理後ゲル濾過を行ない，速やかに溶出される分
画が極性アミノ酸および糖質に富み，かっこの分画が脂質
と結合していると報告している成績に矛盾する．おそらく
はそれぞれのelastin標品に相違および糖蛋白分離法の違
いなどによって生ずるものであろう・
　動脈壁内に沈着する脂質は加齢および動脈硬化症の進展
に伴い増加するが，この増加する脂質の主成分はesteri－
fied　cholesterolとリン脂質とされている20）．本実験結果
においては，elastin結合cholesterolのうちesteri丘ed
cholestero1とfree　cholesterolはほぼ1＝1を示したが
Kramsch　8彦α♂．19）およびClaire疏α乙23）はこの比が4二1
であったとしており，この間には著しい差異がみられる．
現在のところその原因は不詳と言わざるを得ない．一方リ
ン脂質：の増量は特にsphingomyelinにおいて著しいこと
が言われているが18），今回のelastin結合リン脂質中でも
sphingomyelinの比率が著しく高かった・このelastin
結合リン脂質は機能的なものではなく，esteri丘ed　ch。les・
ter・1と同様に沈着した非機能的な存在であろうと考えら
れる．
　動脈硬化症の進展に伴う大動脈壁elastinのアミノ酸組
成 変動についても報告は多いが19，21），それらに比較する
と今回の結果もほぼ一致を示した．しかしEDTA処理
によるpolarityの低下は他の報告21）よりも少ないが，今
回は0．2Mという用いた濃度の違いにより効果が十分に発
揮できなかったものと考えられる．
　また熱アルカリ抽出法に比較して他の抽出法によるもの
はpolarityが高かったが，これはNaC1抽出法をはじめ
前述のように用いた方法がmndな抽出法であるために，
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極性アミノ酸に富む蛋白の除去が不十分で，そのために生
じたものであろう・この混入蛋白として普通に考えられる
のはcollagenと構造糖蛋自である．しかしhydroxy－
proline含量は熱アルカリ抽出によるものに比較して必ず
しも高くはなく，collagenの混入は否定できよう．これ
に反して総糖質含量は熱アルカリ抽出法に比較してかなり
高値を示したから，後者，すなわち構造糖蛋白の除去が不
完全であったためと考えるのが自然であろう，
　ところで不溶性蛋白であるelastinの純度を検定する完
全な方法は現在までのところ見当らず，熱アルカリ抽出に
よるものの純度が最も高いのか，あるいはこの抽出法はあ
まりにdrasticで一部に変性を生じているのか，そのあた
りのことは定かでない，しかし現状においては，熱アルカ
リ抽出法によるelastin二品が最も広く用いられており，
比較を論ずるためにも特別な目的をもった研究以外の場合
にはこの方法の利用が適切であろう．しかし，以上の方法
によるほか，結果の違いからみても，今後はそれぞれの研
究目的に応じてこれらの中から抽出法を慎重に選択する必
要があることは言うまでもない，
5　結　　論
　ヒト大動脈壁内膜一中膜より各種方法を応用してelastin
を抽出・純化し，それぞれのelastin二品の組成を比較し
た．その結果以下の諸点を明らかにした．
　5・1各抽出法ごとに得られたelastin標品の脂質含量：
は，non－Plaque部分からのもので2～3％，　Plaque部分
からのもので4～6％を示した，
　5・2　これらのelastin気品を脱脂した後，窒素，　hy－
droxyprolineおよび糖質含量を測定すると，　non－plaque
部分に比較してplaque部分ではhydroxyprohneおよ
び糖質含量が高値を示した。
　5・3各elastin標記から抽出した脂質組成は，抽出法
によりかなりの相違を示した．またnon－plaque部分に
比較してplaque部分ではcholesterolの比率が高く，
triglycerideおよびリン脂質：の比率が低かった．　Choles－
tero1の中ではesteri丘ed　fromとfree　formがほぼ
1江に認められた．
　5・4EDTAあるいはurea－SDS－DTEで処理した
elastin画品ではesteri丘ed　cholesterolの比率が上昇し
リン脂質の比率が低下を示した．また抽出リン脂質中では
sphingomyelinの比率が著しく高く，全リン脂質中の
50～80％を占めた．
　5・5各elastin気品のアミノ酸組成では，　non－plaque
部分に比較してplaque部分では極性アミノ酸の比率が高
く，　EDTAあるいはurea－SDS－DTE処理によって
その低下が認められた，抽出法では熱アルカリ抽出による
elastin標品の極性アミノ酸の比率が最も低かった．
　以上の実験結果からみて，どの方法が最も高い純度の
elastin抽出法と言えるかは判定し難いが，現状において
はNaOH　elastinがcontaminantカミ比較的少ないとさ
れ，これを裏づけることができたこと，また現在最も広く用
いられている点からみても比較の上から好都合であり，少
なくとも今回の実験を展開する上には有用と考えられた．
　本研究の一部は北海道老年医学研究振興会助成金の補助
によって行われた．
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